ARTICULOS DE INVESTIGACION s mundonano.unam.mx | Mundo Nano

https://doi.org/10.22201/ ceiich.24485691e.2020.25.69637 | 13(25), 29-43, julio-diciembre 2020

Biosintesis y caracterizacion de nanoestructuras
por microscopia electronica®

Biosynthesis and characterization of nanostructures
by electron microscopy
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ABSTRACT: The methods to obtain nanostructures have been a fundamental area of study since
the beginning of the nanotechnology. The biosynthesis of nanostructures is inspired by the be-
havior that some microorganisms and plants have for subsisting in environments with chemical
stress. This paper presents newfangled examples of biosynthesis achieved by our research group
in order to obtain Ag and Au nanostructures with tunable morphology using Anemopsis californica
extract as reducing agent of Ag” and Au* ions; as well the synthesis assisted by Camellia sinensis
extract of magnetite nanoparticles (Fe;0,) with homogeneous size and an excellent crystalline
phase control in contrast with other biogenic methods reported in the literature. Additionally, the
effective use of biotemplates to design nanostructured materials with green synthesis methods
is demonstrated. Finally, the evidence of the nanomaterials generated from biosynthesis was
shown via characterization with transmission electron microscopy, scanning electron microscopy
and X-ray energy dispersion spectroscopy.

KEYWORDS: biosynthesis, Camellia sinensis, Anemopsis californica, Ag, Au and Fe;0, nanoparti-
cles, biotemplate, electron microscopy.

RESUMEN: Los métodos de obtencion de nanoestructuras han sido un area de estudio funda-
mental desde el inicio de la nanotecnologia. La biosintesis de nanoestructuras se inspira en los
mecanismos que tienen algunos microrganismos y plantas para subsistir en ambientes con es-
trés quimico. En el presente trabajo se exhiben ejemplos novedosos de biosintesis que han lo-
grado nuestro grupo de investigacion con el fin de obtener nanoestructuras de Ag y Au con
morfologia facilmente sintonizable a partir del extracto de hierba del manso (Anemopsis califor-
nica) como agente reductor de los iones Agy Au*?; asi como la sintesis asistida con el extracto
de té verde (Camellia sinensis) de nanoparticulas de magnetita (Fe;0,) con tamafio homogéneo
y un excelente control de fase cristalina en comparacion con lo reportado en la literatura con
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métodos biogénicos. Adicionalmente, se demuestra el uso efectivo de biotemplates para disefar
materiales nanoestructurados con métodos de sintesis verde. Por Gltimo, se presenta evidencia
de las caracteristicas estructurales, morfologicas y quimicas de los nanomateriales generados a
partir de biosintesis con base en la caracterizacion con microscopia electronica de transmision,
microscopia electronica de barrido y espectroscopia de dispersion de energia de rayos-X.
PALABRAS CLAVE: biosintesis, Camellia sinensis, Anemopsis californica, nanoparticulas de Ag,
Auy Fe;0,, biotemplate, microscopia electronica.

Introduccion

Los materiales con tamafio nanomeétrico poseen propiedades fisicas y quimi-
cas diferentes a su contraparte “en bulto” asociadas con fenémenos que se
presentan solo en la escala del orden de los nanémetros. Estas propiedades
hacen que las nanoestructuras tengan un alto potencial para resolver proble-
mas en areas como la medicina, microelectrénica, remediacién ambiental, de-
sarrollo de sensores y catdlisis. Dichas propiedades estan intimamente liga-
das con las caracteristicas (forma, tamafio, fase cristalina, composiciéon
quimica y arreglo estructural) de las nanoestructuras (Schmid, 1992; Kelly et
al., 2003)

Por esta razon, el desarrollo de metodologias para la sintesis direccionada
de nanoestructuras con un control adecuado sobre las caracteristicas de estas,
continta siendo uno objetivo fundamental de la nanotecnologia. A la fecha se
han logrado fabricar nanoparticulas con una morfologia bien definida (esfé-
ricas, hexagonales, triangulares, etc.), con un rango de tamario estrecho y con
una composicién quimica homogénea (Sajanlal et al., 2011; Xia et al., 2013;
Pileni, 2007) a través de métodos de sintesis quimicos (Sauy Rogach, 2010) y
fisicos (Mohanpuria, Rana y Yadav, 2008), tales como la reduccién quimica, la
reduccién electroquimica, la fotorreduccién, la ablacién laser, la evaporacién
térmica, entre otros. Sin embargo, el desarrollo de una metodologia de sin-
tesis eficiente, econémica y “eco—amigable” permanece como un desafio, ya
que las metodologias anteriores implican el uso altas cantidades de energia,
equipo costoso y/o reactivos quimicos téxicos.

La biosintesis también llamada sintesis “verde” (Mohanpuria, Rana y
Yadav, 2008) se basa en el uso de microrganismos (bacterias y hongos) (Bhatta-
charyay Gupta, 2005), plantas vivas (Gardea-Torresdey et al., 2003) y extractos
de plantas (Iravani, 2011) para obtener nanoestructuras. La sintesis verde ha
emergido en las dltimas décadas como una alternativa a procedimientos sinté-
ticos de tipo quimico o fisico, debido a que tiene como ventajas la eliminacién
de solventes organicos, agentes reductores y/o estabilizantes amigables con el
ambiente, no se necesitan altos consumos de energia ni equipos sofisticados;
ademds de que las reacciones se llevan a cabo en condiciones ambientales de
presién, temperatura y pH.

Sin embargo, la sintesis de nanoparticulas asistida con rutas biogénicas
tiene como retos importantes el de conseguir un control morfolégico y de ta-
mario al menos comparable con los métodos fisicos y quimicos, asi como ge-
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nerar arreglos nanométricos con la dimensionalidad deseada. Adicional-
mente el abanico de nanoparticulas que se obtienen por biorreduccién ha
estado limitado a elementos con un Potencial Estdndar de Reduccién positivo
comoel Au (E°=1.4V)ylaAg (E°=0.8V), (Yoosaf et al., 2007) dejando fuera
materiales de amplio interés en optoelectrénica y catdlisis como lo son los
6xidos y calcogenuros metalicos. Aunado a esto un desafio importante es la
comprensién profunda de los mecanismos implicados en la biosintesis de na-
noparticulas. La complejidad del sistema bioquimico hace que la identifica-
cién de las especies activas en la nucleacién, crecimiento y estabilizacién de
las nanoestructuras sea bastante dificil.

Las ventajas que ofrecen las rutas verdes de nanoparticulas y sus retos
asociados han convertido a la biosintesis en un 4rea de investigaciéon con un
considerable potencial de desarrollo, como lo demuestra el namero creciente
de publicaciones que se generan sobre el drea a pesar de ser relativamente
nueva. Una revision breve del estado del arte de los procesos de sintesis verde
para generar nanoparticulas se puede explorar en los trabajos de (Kumar y
Sudesh, 2009); (Sanchez-Mendieta y Rafael, 2012); (Lépez et al., 2013);
(Quester, Avalos-Borja y Castro-Longoria, 2013).

Labiosintesis de nanomateriales habia sido ya observada por los micro-
bidlogos al estudiar un grupo de microrganismos llamado “extreméfilos”.
Particularmente las bacterias y los hongos a menudo estdn expuestos a con-
diciones ambientales extremas (temperaturas altas o bajas, pH altos o altas
concentraciones de sales), por lo que para sobrevivir deben tener una estra-
tegia para resistir ese estrés medioambiental. Cuando los microrganismos
son expuestos a toxicidad por altas concentraciones de iones metélicos des-
pliegan mecanismos de defensa que incluyen sistemas de flujo, alteraciones
de la solubilidad y toxicidad, modifican el estado de oxidacién de iones me-
télicos formando complejos, o precipitando los metales intracelularmente,
asi como bloqueando sistemas de transporte para un metal en especifico.
Estos bioprocesos son la base de la biolixiviacién, la biorremediacién, la co-
rrosién microbiana, asi como la biomineralizacién y la sintesis de nanopar-
ticulas.

El uso de organismos eucariontes, como los hongos, tiene mucho poten-
cial para la biosintesis de nanoparticulas debido a que son faciles de manejar
en el laboratorio y secretan grandes cantidades de proteinas, que son las bio-
moléculas asociadas con la formacién de nanoestructuras en estos sistemas.
Ademais, se trata de procesos ficilmente escalables y econémicamente via-
bles, con la posibilidad de cubrir ficilmente grandes dreas de produccién con
un adecuado crecimiento de los micelios. En nuestro grupo de investigacién
se ha demostrado la versatilidad de los hongos para generar nanoparticulas
mono y bimetéalicas de Au-Ag cuando se utiliza N. crassa. (Castro-Longoria et
al., 2011) Estudios posteriores demuestran que es posible favorecer creci-
mientos anisotrépicos dependiendo del tipo de hongo utilizado, como cuando
se ocupa B. Cinerea para obtener nanoestructuras 2D de Au (figura 1).
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Figura 1. Nanoparticulas triangulares de Au obtenidas con B. cinerea.

Fuente: Imagen de contraste Z, cortesia del Dr. Miguel Avalos-Borja, IPICYT.

Por otra parte, el empleo de plantas para la biosintesis de nanoparticulas
tiene ventajas sobre los métodos que emplean microrganismos: no es nece-
sario mantener cultivos celulares y no se requieren procesos de separacién
y/o purificaciones posteriores. Los procesos biosintéticos para nanoparti-
culas son mas utiles cuando se producen de forma extracelular, como sucede
cuando se emplean extractos de plantas. Adicionalmente, su tamafio, disper-
sién y morfologia se pueden controlar de forma mas rdpida y simple, ademds,
el uso de plantas resulta adecuado para escalar a nivel industrial la sintesis
de nanoparticulas.

En el presente articulo se reporta la biosintesis de nanoparticulas de Au,
Agy Fe;0, asistida con los extractos Anemopsis californica y Camellia sinensis,
respectivamente. Asi como su caracterizacién por microscopia electrénica y
técnicas espectroscopicas.

Procedimiento experimental

Sintesis de nanoparticulas de oro y plata usando extracto
de A. californica
El nitrato de plata (AgNO,) y el acido tetraclorodurico (HAuCl,-3H,0) fue-
ron proporcionados por Sigma Aldrich Chemials, y fueron usados como se
recibieron. Los solventes como metanol e isopropanol, ambos en grado reac-
tivo, fueron obtenidos de Fermont Company y se usaron sin ninguna purifi-
cacién. Se empled agua desionizada en todos los pasos de las sintesis.

Las hojas de A. californica fueron obtenidas de Ensenada, México. Para el
proceso de extraccién se secaron a temperatura ambiente, posteriormente
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fraccionadas con el propdsito de incrementar la superficie de contacto, acto se-
guido se lavaron con agua desionizada para limpiarlas. El extracto acuoso de A.
californica fue preparado mezclando la biomasa en agua desionizada a punto
de ebullicién por dos minutos, después se dejo enfriar a temperatura ambiente
hastallegar a 20 °C y filtrado para remover la biomasa. La misma metodologia
fue ocupada para preparar los extractos con metanol e isopropanol.

Las nanoparticulas de plata fueron sintetizadas utilizando los extractos
con diferente solvente (agua, metanol e isopropanol, respectivamente) de la
siguiente manera: el de extracto de A. californica fue afladido a una solucién
acuosa 107 M de nitrato de plata. Tras 24 hrs de reaccién las nanoparticulas
fueron caracterizadas. La misma metodologia fue utilizada para la sintesis
de nanoparticulas de oro a partir de una solucién 10 M de HAuCl,.

Sintesis de nanoparticulas de 6xidos metalicos con Camellia sinensis
Los reactivos se usaron como se suministran, sin posterior purificacién. Sulfa-
to férrico aménico dodecahidratado (Fe(SO,)2NH,+12H,0), hidréxido de amo-
nio ACS al 29% (NH,OH) marca Fremont, alcohol etilico al 96% (CH,CH,OH)
marca Golden Bell, té verde marca Lagg’s y agua desionizada.

Para la preparacién del extracto se pesaron y homogenizaron en mor-
tero de dgata 2 gramos de té verde (Camellia sinensis) marca Lagg’s, el cual
fue agregado a 20 ml de etanol (T = 60 °C), y se mantuvo en agitacién por 10
min. Dejdndose enfriar a temperatura ambiente y filtrdndose al vacio. Las
nanoparticulas de éxidos de hierro fueron preparadas como sigue: se agregd
NH,OH al 29% en 34 ml de agua desionizada, la solucién “se s6nico” por 5
minutos en un equipo Branson 2500, después se adicioné gota a gota una so-
lucién 0.1M de Fe(SO,)2NH,*12H,0, “se s6nico”™ 20 minutos, enseguida se
agreg6 el extracto de té verde (0.5, 1 y 2ml; las cuales se asignaron con la no-
tacion F1, F2 y F3, respectivamente). La temperatura y el pH de la reaccién
se registraron después de cada intervalo de sonicacién. Transcurrido el
tiempo de sintesis, cada reaccién se dejé enfriar a temperatura ambiente. El
precipitado obtenido se lavé varias veces con etanol. Posteriormente se secd
en una estufa por 30 minutos a una temperatura de 70 °C, para su ulterior
caracterizacion.

Sintesis de nano/microestructuras hibridas Ag-Fe304 usando como
templete granos de polen

Para la sintesis de las nano/microestructuras hibridas, el nitrato de plata
(AgNO,), sulfato férrico amoénico dodecahidratado (Fe (SO,) 2NH,+12H,0),
y el hidréxido de amonio ACS al 29 % (NH, OH) marca Fremont fueron uti-
lizados como se suministran. Para la sintesis se ocuparon de granos de polen

' N. del E. de sonicacién: acto de aplicacién de energia del sonido (generalmente ultrasoni-
do), para agitar particulas de muestra con diversos fines cientificos e industriales.
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recién colectado y mezclado en una solucién 0.1 M de AgNOj3, mantenido en
agitacién magnética durante cuatro horas. Luego la solucién fue filtrada al
vacio ocupando un filtro de nitrocelulosa de 1.2 micrémetros, las nano/mi-
croestructuras fueron recuperadas y calcinadas a 180 °C durante 12 h. Des-
pués de esto se colocaron los granos de polen funcionalizados con las nano-
particulas de plata con una solucién FeSO, 0.1 M, y se afiadi6 NH,OH por
goteo manteniendo la agitacién por 72 horas. Acto seguido, las nano/mi-
croestructuras hibridas fueron recuperadas por filtracién y caracterizadas.

Caracterizacion

Microscopia electronica de transmision:

Cincomicrolitros de cada muestra de nanoparticulas (AgNPs, AuNps y Fe;O,NPs)
fueron puestos en una rejilla de cobre (SPI-supplies) previamente cubierta por
una capa fina de Formvar y recubierta con grafito mediante la deposicién con un
Sputtering DENTON a 30 mTorr de presién. Por otra parte, para caracterizar la
formacién de nanoparticulas de plata funcionalizadas en granos de polen, la
nano/microestructura fue embebida en resina ep6xica, permitiendo la polimeri-
zaci6én incubando a 60 °C por 24 horas. Secciones ultradelgadas de 100 nm de la
muestra fueron obtenidas utilizando un ultramicrotomo (Leica Ultracut R) y
mas adelante puestas en rejillas de cobre cubiertas con carbono (SPI-supplies).
Las muestras de Au, Agy Ag-Fe;0,/polen fueron analizadas con un microscopio
de transmisién (TEM) JEOL-2100 operado con una aceleracién de voltaje de
200 kV y equipado con dos detectores para STEM, de campo claro (BF-detector)
y anular de campo oscuro (ADF-detector). Las nanoparticulas de Fe;O, se carac-
terizaron por TEM con el uso de un FEI TEM Titan G2 80-300 operado a 300 kV,
con capacidades de microscopia electrénica de transmisién de exploracién
(STEM), y equipado con un campo oscuro anular de alto dngulo (HAADF) detec-
tor de Fishione; un detector STEM de campo brillante de Gatan; un detector
ADF STEM de Gatan; y un detector de espectroscopia de rayos X con dispersién
de energia EDAX (EDXS). Las micrografias TEM, HRTEM, SAED y STEM ADF
fueron analizadas usando el software Gatan Digital Micrograph TM y el software
ImageJ para determinar el tamarfio de particula. Para los andlisis realizados con
HRTEM y SAED, los datos experimentales fueron indexados con base en la carta
JCPDS 0-004-0783 para plata, 00-004-0784 para oro y 19-0629 para Fe;O,, res-
pectivamente. Para determinar la polidispersidad de las nanoparticulas se consi-
deraron méas de 500 nanoparticulas para la medicién en cada muestra.

Microscopia electronica de barrido:

Las nano/microestructuras hibridas tras la sintesis fueron montadas sobre
cinta de cobre para su andlisis por microscopia electrénica de barrido y ané-
lisis de dispersion de energia (EDS) acoplado. Las muestras fueron analiza-
das utilizando un microscopio electrénico de barrido JEOL JSM-6510LV,
con un voltaje de aceleracién de 20 kV para obtener las micrografias y 15kV
para los EDS, usando los detectores de electrones secundarios y retrodisper-
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sos, en modalidad de alto vacio. El anélisis quimico elemental por EDS se lle-
v6 a cabo empleando un detector de rayos X de la marca Bruker modelo
QUANTAX 200 y con resolucién de 129 eV acoplado al microscopio.

Espectroscopia Raman:

Para realizar las mediciones Raman, las muestras fueron preparadas con el
siguiente protocolo: las nanoparticulas de Fe;0, se dispersaron en isopropa-
nol y se coloca una gota de esta dispersién sobre un portaobjeto de vidrio de-
jandola secar a temperatura ambiente. Las muestras se analizaron en un sis-
tema microRaman, marca Jobin Yvon Horiba, modelo LabRam HR800, con
laser monocromatico de 632.8 nm, obj x50, una potencia de 0.7 mW con 10
adquisiciones por 60 segundos, rejilla de 600 lineas/mm y una apertura de
400 um.

Difraccion de rayos X:

Las nanoparticulas de Fe;O, fueron analizadas con difractémetro de polvos
Bruker D8 Advance con geometria Bragg-Bretano, radiacién de CuKa, y de-
tector Linxeye. El equipo tiene capacidad para determinar el tamario de cris-
talita y andlisis de fases con la ayuda del programa PDF-2 conectado ala base
CCDB. Fuente de rayos X: tubo de descarga con dnodo de cobre (Kal =
0.1540 A).

Resultados y discusion

Sintesis de nanoparticulas de oro y plata usando extracto

de A. californica

La sintesis de nanoparticulas de metales nobles (Ag y Au) mediante la utilizacién
de extractos de Anemopsis californica ha sido recientemente explorada por nues-
tro grupo de investigacién. A. californica cominmente conocida como hierba del
manso o hierba mansa, es una planta nativa del suroeste de Estados Unidos y el
norte de México. Estudios de composicién de extractos de A. californica revelan
la presencia demetil eugenol, timol, piperitona, éter timol metilo, R-pineno,
1,8-cineol, metilchavicol, y p-cimeno (Medina et al., 2005) los cuales pueden ser-
vir como agentes reductores y estabilizadores en la sintesis de las nanoparticulas
metdlicas. Del-Toro Sanchez y colaboradores reportaron y determinaron la pre-
sencia de fenoles y flavonoides totales, tanto en hojas, tallos y raices de la planta,
determinando la presencia de fenoles totales en 27 mg por gramo de biomasa
seca y de 16 mg por gramo de biomasa para flavonoides en promedio en las ho-
jas A. californica (Del-Toro-Sanchez et al., 2015). Por otra parte, ha sido amplia-
mente reportado que flavonoides y fenoles son los encargados de la formacién
de nanoparticulas de oro y plata gracias a la reduccién de las sales precursoras; es
asi como proponemos que la presencia de dichos compuestos son los encargados
de la sintesis de las nanoparticulas biogénicas obtenidas por nuestro grupo de

trabajo (Iravani, 2011).
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Con la utilizacién de extractos de hojas de A. californica, se han obtenido
nanoparticulas metélicas que muestran distribuciones diferentes, asi como
diversas caracteristicas en tamafio y forma. En el caso del uso de extractos
acuosos se han obtenido nanoestructuras de plata con morfologias variadas
como rodillos, inukshuks y flores (figura 2A, 2B, y 2C, respectivamente) de ta-
marios variables; en contraste con la obtencién de nanoparticulas poliédricas
de plata obtenidas mediante el uso de extractos en base metanol e isopro-
panol; con un tamario promedio que ronda los 23 + 13.2 nm (figura 3A).

Figura 2. Nanoestructuras de plata obtenidas con extracto acuoso de A. californica: A) rodillos (STEM-
ADF); B) inukshuks (STEM-ADF), y, C) flores (STEM-ADF).

Fuente: Elaboracion de los autores.

El patrén de difracciéon de electrones (SAED) revela la naturaleza policris-
talina de las nanoparticulas de Ag (figura 3E) cuyos anillos de difraccién se
pueden indexar con base en la estructura FCC de la plata como (111) (220) y
(200), respectivamente. La distancia interplanar obtenida por HRTEM (fi-
gura 3C) es consistente también con la estructura ctbica centrada en caras de
la plata.

En el caso de las nanoparticulas de oro, estas se obtuvieron con dos mor-
fologias prevalentes: poliédricas y planas triangulares. El extracto acuoso de
A. californica permite obtener nanoparticulas poliédricas de un tamario pro-
medio de 40 + 30.23 nm, que es mayor al tamario de las nanoparticulas gene-
radas con los extractos base metanol e isopropanol que tienen tamafios pro-
mediode 20 +15.23y10 + 7.9 nm, respectivamente (figura 3B). La formacién
de nanoparticulas triangulares planas solo fue posible mediante el uso de ex-
tractos base agua y metanol, pero no con isopropanol. La imagen HRTEM en
la figura 3D confirma la presencia de los planos (100) y (200) consistentes con
la estructura FCC del Au. El patrén SAED de la figura 3F sugiere que el sis-
tema es policristalino, aunque se observan puntos de difraccién bien defi-
nidos que pueden estar asociados con las nanoparticulas triangulares planas
orientadas en la direccién [111] normal a la superficie de una de sus caras
planas con respecto al haz de electrones.
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Figura 3. Imagenes de TEM y patrones SAED representativas, las nanoparticulas obtenidas con el ex-
tracto acuoso de A. californica de Ag (A, C, E) y Au (B, D, F), respectivamente.
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Fuente: Elaboracion de los autores.

Sintesis de nanoparticulas de 6xidos metalicos con Camellia sinensis
Los éxidos metélicos nanoestructurados se han estudiado debido a las pro-
piedades que presentan en la escala nanométrica. Entre estos materiales se
encuentran los 6xidos de hierro, principalmente la magnetita, que, al estar
en tamarios menores de 20 nm, presenta superparagmetismo, ampliamente
utilizado en aplicaciones biolégicas, por ejemplo, en el posible tratamiento
contra el cancer. Existen muchos métodos de sintesis para obtener nanopar-
ticulas de Fe;0, siendo los quimicos los que dan mejor resultado en control
de tamario y morfologia. La eficacia del extracto de Camellia sinensis para sin-
tetizar nanoparticulas de Ag y Au fue reportado por primera vez por nuestro
grupo de investigacion (Vilchis-Nestor et al., 2008), y desde entonces se ha
explorado el potencial del extracto de Camellia sinensis como alternativa para
controlar el tamarfio de varios tipos de nanoparticulas gracias al contenido de
polifenoles presentes en el extracto.

El extracto acuoso de Camellia sinensis contiene una variedad grande de
polifenoles como flavonoides (catecol, epicatequinay cafeina) asi como 4cidos
fenolicos (4cido 3,4-dihidroxibenzoico, acido vanilico y 4cido benzoico). Estos
componentes contribuyen a la actividad antioxidante del extracto de té verde
y estan directamente relacionados con la formacién y estabilizacién de nano-
particulas. La extraccién con agua alcanza 59.8 + 1.8 mg de CAE/g dw (mili-
gramos de CAE = equivalentes de acido clorogénico/ dw: gramos del té verde
seco) lo que le confiere una capacidad antioxidante de 70.1 + 2.4 % (Rababah,
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Hettiarachchy y Horax, 2004) y con ello amplias posibilidades para ser em-
pleado en la biosintesis de nanoparticulas (Loo et al., 2012). Se ha demos-
trado que la presencia de grupos carboxilo influye directamente en la estabi-
lizacién de las nanoparticulas (Yoosaf et al., 2007) e incluso en la formacién
de agregados coloidales que ya han sido utilizados eficazmente para sensar
iones metélicos en agua (Silva-De Hoyos et al., 2019).

En la figura 4A se muestran los espectros Raman de todas las muestras
sintetizadas. Los espectros se obtuvieron con un laser de 632.8 nm y una po-
tencia de 0.7 mW, con la finalidad de no afectar la muestra y evitar que ocurra
un cambio de fase por un aumento de temperatura generada por el laser.
Olga N. Shebanova y Peter Lazor (Shebanova y Lazor, 2003) reportaron el
efecto de la potencia del laser en el proceso de oxidacién de la magnetita al
ser analizada por espectroscopia Raman, y explican que se puede realizar
una asignacién errénea de las bandas que aparecen en los espectros. Consi-
derando esto, podemos observar que las bandas caracteristicas de la hema-
tita que se encuentran alrededor de 300-410 cm™ no aparecen en los espec-
tros de las muestras analizadas. Todos los espectros exhiben una banda
ancha centrada en 660 cm™; asignada al enlace Fe-O de los sitios tetraé-
dricos de magnetita.

Difraccién de rayos X de polvos (DRX) es una técnica de gran utilidad
cuando se pretende identificar alguna fase cristalina; nuestros productos
mostraron cristalinidad y los resultados se correlacionan con lo mostrado en
los espectros Raman; donde la fase cristalina presente corresponde ala mag-
netita. Los difractogramas fueron indexados y se compararon con la tarjeta
cristalogrifica JPCDS 19-0629 de la magnetita. En la figura 4B se presentan
los difractogramas de las tres muestras sintetizadas de magnetita en donde
el pico més intenso corresponde a la reflexién del plano (311). Los picos in-
dexados corresponden a los planos (220), (311), (400), (422), (511) y (440)
de la magnetita, que tiene una estructura cristalina ctbica centrada en las
caras (FCC) con pardmetro de red a = 8.393 A. No se encontré ningin pico
correspondiente a la maghemita, por lo cual podemos confirmar los resul-
tados obtenidos por Raman y decir que no hay impurezas de otra fase crista-
lina de hierro ni de los precursores en los productos obtenidos.

En la figura 4C pueden observarse las micrografias de TEM de las nano-
particulas sintetizadas F1, F2 y F3, con los diferentes volumenes de extracto
(0.5, 1y 2 ml). En las micrografias de TEM de la muestra F1, F2 y F3 se ob-
serva que la morfologia prevaleciente es la esférica y la poliedral, con ta-
marfios promedio de 15.36 +4.62 nm, 1.72 + 0.38 nm y 21.03 + 5.60 nm, res-
pectivamente.

Se obtuvieron patrones de difraccién de electrones de drea selecta (SAED)
y se observa que las nanoparticulas son policristalinas. Se indexaron los
SAED de las tres muestrasy se encontraron los planos (311), (220), (111), co-
rrespondientes a la fase de magnetita (figura 4D).
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Figura 4. Caracterizacion de las nanoparticulas de Fe;0, obtenidas con 0.5, 1y 2 ml de extracto de Ca-
mellia sinensis (F1, F2 y F3, respectivamente). A) Espectros Raman. B) Patrones de difraccion de polvos.
C) Micrografias de TEM. D) Patrones de difraccion de electrones (SAED).
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Fuente: Elaboracion de los autores.

Sintesis de nano/microestructuras hibridas Ag-Fe;0, usando como
templete granos de polen
La naturaleza provee innumerables fuentes de inspiracién para el disefio de
particulas con morfologias complejas. En este tenor, la generacién de parti-
culas bioinspiradas permite el enriquecimiento de las funciones y promo-
cién de las propiedades buscadas. Por tal motivo, hemos implementado la
utilizacién de granos de polen de la planta Dimorphotheca ecklonis como tem-
plete para la deposicién de nanoparticulas, permitiendo que las propiedades
de las nanoparticulas que lo funcionalizan se vean incrementadas y desarro-
lladas, debido al confinamiento de las mismas y a la morfologia del templete.
Por su parte, los granos de polen de Dimorphotheca ecklonis que hemos pro-
puesto pueden ser utilizados en la formacién de las nanoparticulas de plata.
Las nanoparticulas pueden ser formadas gracias a la composicién de la exina
presente en el polen, la cual contiene compuestos aromaéticos, fenilpropanoi-
des, polifenoles y carotenoides que actian como agentes reductores de las
sales precursoras en la biosintesis de nanoparticulas (Scott, 1994).

Asi, hemos logrado la obtencién de nanoparticulas de plata funcionali-
zando granos de polen de Dimorphotheca ecklonis, utilizando como agente re-
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ductor y estabilizador los mismos granos. Aunado a esto, hemos decorado di-
chas estructuras con nanoparticulas de magnetita (obtenidas por el método
de precipitacién) generando nano/microestructuras hibridas Ag-Fe;O, (fi-
gura 5) sin modificar la estructura caracteristica de los granos de polen como
se puede observar en las figuras 5A y 5D. Por su parte, las nanoparticulas de
plata que conforman las nano/microestructuras rondan en un tamarno pro-
medio de 9.37 + 6.10 nm con una morfologia esférica, mostrando una distri-
bucién homogénea dentro del grano de polen (figura 5B), mientras que las
nanoparticulas de magnetita tienen un rango de tamario entre 12 a 14 nm
(figura 50).

Figura 5. A) Micrografia SEM de nano/microestructuras hibridas Ag-Fe;0, usando como templete gra-
nos de polen. B) micrografia TEM de corte de grano de polen funcionalizado con nanoparticulas de
plata. C) Micrografia TEM de nanoparticulas de magnetita. D) Micrografia SEM de grano de polen de
Dimorphotheca ecklonis.
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Fuente: Elaboracion de los autores.

Ambos tipos de nanoparticulas se encuentran distribuidos homogénea-
mente en el grano de polen como muestra el mapeo elemental por EDS (fi-
gura 6). La composicién quimica (% en peso) determinada con EDS tiene los
siguientes valores promedio: 56.82% carbono, 20.83% oxigeno, 18.45% Fe,
y, 5.62% plata.

Conclusiones

La intensa investigacién sobre sintesis verde de nanomateriales ha conse-
guido resolver el problema del control de tamarfio y forma sin perder las ven-
tajas de la biosintesis. El presente trabajo mostré que es posible obtener di-
ferentes morfologias de nanoparticulas de Au y Ag por primera vez cuando
se utiliza el extracto de Anemopsis californica, asi como obtener nanoparticu-
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Figura 6. Mapeo elemental EDS de nano/microestructuras hibridas Ag-Fe;0, para los elementos car-
bono, oxigeno, hierro y plata.
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las de magnetita por biosintesis en el rango de tamario de 1.72 + 0.38 nm
con un excelente control sobre la fase, utilizando el extracto de Camellia si-
nensis. A pesar de que auin se requieren estudios profundos sobre el mecanis-
mo involucrado en la sintesis verde de estos sistemas, los resultados mostra-
dos en este articulo y los observados en la literatura revelan que, imitando a
la naturaleza, la biosintesis de nanoparticulas se posiciona como un procedi-
miento con inmenso potencial para la generacién de materiales nanoestruc-
turados de forma sencilla, de un minimo impacto ambiental y ahora con un
buen control sobre la forma, tamario y composicién.
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